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A fejlesztés 3. évében 8 1ij molekuldris diagnosztikai szolgaltatdst fejlesztett ki a Konzorcium az emld-
rik, vastagbélrik, tiid6rik, GIST és melanoma prognosztikdja és predikcidja szdmdra. A kutatdsi perié-
dusban 2 szabadalmat jelentett be 1ij tipusi mitogén/motogén jelpdlya-modositdsra. Emberi daganatok
preklinikai modelljein az eritropoetin erekre gyakorolt hatdsainak funkciondlis képalkotd vizsgdlatokkal
torténd mérését dolgozta ki. Humdn melanoma modelleken a szisztémds progresszid genomikai jellemzo-
it hatdrozta meg. Magyar Onkologia 53:321-334, 2009
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In the 3rd year of the program 8 new molecular diagnostic services have been introduced to clinic in the
management of breast-, lung-, colorectal cancers as well as in GIST and melanoma. Two patents have been
filed for innovative modulation of mito/motogenic signaling pathways in cancer cells. In preclinical models
of human cancer a functional imaging technique was developed to detect vascular effects of erythropoietin.
Using a genomic approach, the sequential changes in human melanoma during systemic dissemination
were determined revealing several novel potential prognostic factors and some interesting novel targets for
therapy. Timar ], Kasler M, Heringh A, Soés M, Mathiasz D, Romany A, Jézsa A, Szilak L, For-
rai T, Patthy L, Kovacs G. Developments in cancer management by innovative genomics. 2008
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1. SZAMU PROGRAMCSOMAG:
MOLEKULARIS DIAGNOSZTIKAI
SZOLGALTATASOK FEJLESZTESE

Ordkletes daganatok predikcidja és detektdldsa Magyaror-
szdgon (Dr. Olih Edit — Orszdgos Onkologiai Intézet; Dr.
Forrai Gabor — Zenon Bio Kft)

Molekuldris profilvizsgdlatok emlé- és hererdkban

57 nem polipdzis talajan kifejlédé vastagbélrak-szind-
réomas esetben meghataroztuk az MLH1 és MSH2 gé-
nek mutacids statuszat. A gének valamennyi kodolo
szekvenciajara kiterjed6 mutacidvizsgalatot a hagyo-
manyos SSCP, HDA és kozvetlen DNS-szekvenalasi
modszerekkel végeztiik.

Kilenc, emlérakkal diagnosztizalt férfibeteg eseté-
ben 93 gén expresszids profiljat hataroztuk meg abbdl

a célbdl, hogy azonositsuk az e ritka betegség kiala-
kuldsaban szerepet jatszé legfontosabb jelatviteli tt-
vonalakat, és jellemezziik az ezekben szerepld gének
kifejezédésének megvaltozasait. A mintdkban a gének
kifejez6dését a nagy pontossagt TagMan Low Density
Array (TLDA) moédszerrel vizsgaltuk, az eredmények
értékelése és a tumoros-egészséges mintakon nyert
eredmények statisztikai 0sszehasonlitdsa a StatMiner
szoftverrel tortént.

A konzorcium 6. szamu kisvallalkoz6 partnerével
(Zenon Bio Kft) szoros egyfittmiikddésben sikeriilt be-
vezetni két 4j mutdcidelemzé mddszert, a DHPLC és
a nagy genomi deléciok azonositasara szolgalo6 MPLA
modszert, abbdl a célbol, hogy javitsuk az Oroklott
génmutaciok koltséghatékony kimutatdsat a BRCA1/2,
APC, STK11, MYH, MLHI1 és MSH2 génekre. Ez ugy
volt lehetséges, hogy a kisvallalkozo partner alkalma-
zasaban 4ll6 Kovacs Andras bioldgust franciaorszagi
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tovabbképzésre kiildte, és a hazahozott mddszereket
alkalmaztuk a Wave3500 mutaciodetektald késziilékre.
A késziilék folyamatos mikodését, szervizelését szin-
tén az ipari partner biztositotta.

Nem polipdzis talajin kialakuld 6rokletes vastagbélrdk (HNPCC,
Lynch-szindréma) hajlamosité génjeinek elemzése

57 csalad kombinalt mutaciévizsgalata (HDA/SSCP/
MLPA/szekvenalas) alapjan ezek 31,6%-a (18/57) hordo-
zott patogén mutaciot. Az azonositott 18 mutacid fele
az MLH]1, masik fele az MSH2 génben volt. A vizsgalt
populaciéban minden mutacid csak egyszer fordult el6,
azaz alapitd hatdssal nem talalkoztunk. A detektalt
mutaciok fele 4j, azaz eddig még egyetlen populacio-
bol sem irtdk le. A mutacidk jelentds része (4/18, 22%)
genomi aberracid (nagy delécié vagy duplikacio), ezek-
bél 1 az MLHI1 génben, 3 pedig az MSH2-ben volt ki-
mutathato.

A betegség kialakulasaval biztosan kapcsolatba hoz-
haté mutacidkon kiviil 7-féle besorolatlan varianst is ta-
laltunk (10 csaladnal, azaz a csaladok 17,5%-aban), ezek
koziil 2 (1 az MLH1-ben, 1 az MSH2-ben) el6zetes vizs-
galataink szerint erésen valdszintisithetéen patogén. A
mutaciok és a patogénnek tartott besorolatlan variansok
tulnyomo tobbségét a szigort nemzetkozi Amsterdam
I-II klinikai kritériumoknak megfelel$ csaladokban de-
tektaltuk (>80%).

A fentiek alapjan negativnak talalt csaladok to-
vabbi, kiterjesztett vizsgdlata soran 5 esetben fed-
tink fel egy 0j hajlamosité genetikai eltérést, az
MSH?2 géntdl 5 iranyban elhelyezked6 TACSTD1
gént érintd delécidkat. Ezen esetek funkcionalis ka-
rakterizalasa soran azt a hipotézist vetettiik fel, hogy
a TACSTD1 gén kifejez6dése a deléciét hordozo ese-
tekben hatassal van az MSH2 expresszidjara, igy
ezek a deléciok az MSH2 mutdcidival megegyezden
a Lynch-szindrémahoz vezetd hajlamositd tényezdk-
nek tekinthet&ek. Javaslatot tettiink arra, hogy a fenti
régio eltérései a rutin diagnosztikai vizsgalatok ré-
szét képezzék. Részlet a Human Mutation szerkesz-
tébizottsaganak véleményét ismertetd fészerkesztdi
levélbdl: , The message of this manuscript is absolute-
ly remarkable.”

Férfi emlordkos mintdk vizsgdlata

Kilenc férfi emlérakos minta vizsgalataban 93 gén ko-
ziil 7 mutatott szignifikans (p<0,02) eltérést a tumoros
és egészséges szovetmintak dsszehasonlitdsaban: a da-
ganatos szovetben egy génnél tulkifejezédést, mig hat
gén esetében csokkent mRNS-expressziot hataroztunk
meg. Az érintett gének fehérjeszint(i vizsgalatat ter-
vezziik nagyobb betegcsoporton, immunhisztokémiai
modszerek alkalmazasaval.

Molekuldris diagnosztikai szolgaltatisok kifejlesztése (Dr.
Szentirmay Zoltdn — Orszdgos Onkologiai Intézet; Dr. Sods
Miklés — AuroScience Kft)

Genetikai eltérések vizsgdlata thymusdaganatokban
Lymphomak molekuldaris diagnosztikdja

A palyazat idétartama soran 1990-95 kozott el6fordulo,
Osszesen 53, follicularis vagy centrocytas, centroblastos
lymphomaként diagnosztizalt esetet szovettantani és
immunhisztokémiai szempontbol Ujraértékeltiink.
Kidolgoztuk a vérben keringd és csontvelében el6-
fordulé lymphomasejtek azonositasat, vizsgaltuk a
lymphomak molekularis stadiummeghatarozasat, a
minimalis rezidualis betegséget, az immunglobulin
nehézlanc génatrendezédést és a BCL2-transzlokaciot,
végiil kollaboracioban az IgVH gének szekvenciajat és
filogenetikai analizisét. 2008-ban e vizsgalatok Osszeg-
zése tortént meg €s elkésziilt bel6le Dr. Téth Erika Ph.D.
disszertacioja.

Gastrointestinalis stromalis tumorok (GIST)
molekuldris diagnosztikdja

A receptor-tirozinkinaz KIT vagy PDGFRA gén kons-
titutiv aktivacidja alapvetd szerepet jatszik a GIST
kialakulasaban. Ezeknek a tumoroknak a molekula-
ris diagnosztikdja két okbdl is feltétlentiil indokolt: 1.)
A KIT (CD117) nem specifikus immunhisztokémiai
marker, gyenge pozitiv reakcid megfigyelhet6 egyéb
mesenchymalis tumorokban, mint pl. desmoid tumor
vagy leiomyosarcoma, ugyanakkor negativ a PDGFRA-
mutdacio esetén. 2.) A Gleevec-terapia hatékonysaga il-
letve a daganatos betegség kimenetele nagymértékben
fligg a mutacié helyétdl.

A mutaciokleggyakrabban aKIT gén 11. exonjanak 5-
végén fordulnak el6 (70-75%), és az 550-560 codonokat
érintik. Ez a teriilet a juxtamembran domén és funkcid-
ja a KIT gén miikddésének negativ szabalyozasa. A mu-
taciok felfiiggesztik ezt a negativ szabalyozo funkcidt.

A KIT gén 11. exonjanak mutacidja nagyobbrészt
in-frame delécid, de el6fordul pontmutacio, vagy a 3'-
vég internal-tandem duplikacidja (ITD) is. A KIT gén
9. exonjanak pontmutacidja, illetve a PDGFRA gén mu-
tacidja sokkal ritkabban fordul el6. Az &sszes GIST-es
beteg 10%-aban a fent emlitett két génben mutaciot ki-
mutatni nem lehet.

A KIT gén exon 11 delécids mutacidja agresszivabb
biolégiai viselkedéssel tarsul, ugyanakkor jol reagal
Gleevec-kezelésre. A 9. exon mutacidja, illetve az ITD
sokkal indolensebb klinikai lefolyassal tarsul.

2008-ban 6sszesen 10 GIST molekularis patologiai
vizsgalatat végeztiik el. A cKIT gén 9. és 11. exonjanak
valamint a PDGFRA gén 12., 14. és 18. exonjanak PCR-
amplifikacidjat végeztiik el, és az igy nyert DNS-mintat
kapillaris-gélelektroforézis (Agilent) médszerrel illetve
szekvenciaanalizissel vizsgaltuk. A 10 tumorbdl 5-ben
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a cKIT gén 11. exonjaban delécids mutaciét azonositot-
tunk, egy-egy esetben a 9. és 11. exon és a PDGFRA gén
18. exonjanak pontmutacidja fordult eld, tovabbi két
GIST-ben az emlitett két gén vizsgalt régidiban mutaci-
ot kimutatni nem tudtunk.

A humdn papillomavirus (HPV) kimutatdsdnak jelentdsége az
anogenitdlis daganatok sziirésében és megel6zésében

A HPV magyarorszagi el6fordulasi gyakorisagat és
genotipusait altalunk kidolgozott hagyomanyos és
valdsidejit PCR modszerrel, illetve , Linear Array HPV
Genotyping Test” (Roche) segitségével vizsgaltuk és
Osszevetettiik a cervixcitoldgiai képpel.

2008-ban (november 30-ig) a kovetkezé HPV-
vizsgalatokat végeztiik: cervix — 417 (sejtszuszpenzio
+ citoldgiai kenet); férfi partner — 26 (sejtszuszpenzio);
fej-nyaki régié — 28 (friss mtitéti anyag vagy paraffinos
blokk); egyéb régid — 8 (paraffinos blokk).

Méhnyak: Osszesen 417 cervixcitologiai mint4bol
221 esetben tudtunk HPV-t kimutatni. Déntéen 1 HPV-
tipus jellemezte a mintakat (164/417), mig a tobbes
fert6zottség sokkal ritkabb volt (57/417). Ez utdbbi ese-
tekben egy betegnél altalaban 2-4 HPV-féleség egy-
szerre fordult el6, de talaltunk egy betegnél egy idében
7, egy masik betegnél 6 kiilonboz6 torzset.

Fej-nyaki régi6: 2008-ban 0sszesen 30 szajiiregi-, ga-
rat- és gégelaphamrak, vagy laphampapilloma mintat
vizsgaltunk, és 18 esetben tudtunk a tumorszdvetben
HPV DNS-t kimutatni (60%), ami jéval magasabb a
korabbi sajat adatainknadl, de a kis mintaszammal ma-
gyarazhatd. A laphamrakokban a HPV 16 fordult el6
leggyakrabban, de taldltunk HPV 34, 53 és 76 tipust
is. A papillomakban (8 eset) a HPV 6 és 11 tipus volt
a gyakori, de talaltunk HPV 96-ot és nem azonositott
tipusokat is.

Egyéb régiok: Osszesen 4 perianalis condyloméban,
egy hiivelycsonk- és egy vulvacarcinomdban talaltunk
HPV 16 DNS-t.

Az EGFR és a KRAS gének mutdcidanalizise tiidd-
adenocarcinomdk szovetmintdin

A tirozinkinaz-inhibitor (TKI) terdpiara reagal6 bete-
gek kivalasztasanak optimalizalasahoz végezziik el
tiid6-adenocarcinomak klinikai mintain az EGFR és
KRAS gének mutaciéanalizisét az altalunk kidolgozott
real-time PCR-t kovetd olvadaspont-analizisen alapulo
modszerrel.

2007 oktoberéig 33 beteg anyagat vizsgaltuk és kez-
deti eredményeink egyeztek az irodalmi adatokkal,
mint errdl a 2007. évi jelentésben részletesen beszamol-
tunk. Egy kissé kibovitett beteganyagon végzett EGFR-
mutacidanalizis eredményeit és annak klinikai 9ssze-
fliggéseit a Marosvasarhelyi Orvosi és Gydgyszerészeti
Szemlében tettiik kozzé 2008-ban. Ezen a 41 betegbdl

allé betegcsoporton is jol demonstralhaté az EGFR-
mutacio jelenlétének Osszefiiggése a nemmel, dohany-
zasi szokassal és a szOvettani megjelenéssel.

Mivel Magyarorszagon TKI-terapidra elérehaladott
tiidédaganatos betegek valaszthatdk ki (III/B vagy IV
stadium), és az ilyen esetekben a legkonnyebben elér-
het6 vizsgalati anyag a kis biopszias vagy citoldgiai
minta, ezért célul tliztiik ki, hogy kidolgozzuk az ilyen
tipustt mintakon elvégezhetd mutdcidanalizist. Ennek
lényeges eleme a megfelelé gépi DNS-izolalas, és kevés
sejtet tartalmazd minta esetén teljesgenom-amplifikacio
(whole genomic amplification) alkalmazasa.

2008 novemberéig hozzavetdleg 300, primer vagy at-
téti tiidé-adenocarcinoma mintat vizsgaltunk, részben
az Orszagos Onkologiai Intézetben kezelt betegekbdl
szarmazd, részben az orszag mas korhazaibol bekiildott
mintakat. 244 feldolgozott eset alapjan a KRAS-mutacioé
aranya hozzavetdleg 40%, mig az EGFR-mutaciok 10%
koriili gyakorisagtiak. Lényeges, hogy kis szamu eset-
ben a fenti gének egyiittes mutacidjat detektaltuk az
altalunk alkalmazott mddszerrel. Ez a jelenség az iro-
dalomban kevéssé ismert, s ezért a klinikai jelentésége
nem tisztazott, azaz nem ismert, hogy az ilyen ugy-
nevezett kettés mutans daganatok hogyan reagalnak
TKI-terapiara. Bar a részletes hisztologiai elemzés még
ezen a nagyszamu mintan nem teljes, el6zetes eredmé-
nyeink arra utalnak, hogy a KRAS-mutans tumorok az
ismert mucinosus fenotipuson tul rosszul differencialt
megjelenést mutatnak.

Osszegezve eddigi eredményeinket, kidolgoztunk
egy, a klinikai gyakorlatban alkalmazhaté moédszert az
EGEFR és a KRAS gének gyakori mutacidinak detektala-
sara, amely a klinikai és a hisztoldgiai paramétereket is
figyelembe véve segit a beteget kezel6 orvosnak a TKI-
terapiara torténd betegszelekcid optimalizalasaban.

A vastagbélrikok molekuldris diagnosztikdja és prognosztikdja

2008-ban tovabbi betegek tumorszdvetmintainak KRAS
2. exon 12. és 13. codon és a BRAF V600E mutacidanali-
zisét végeztiik el. A vizsgalatokat sajat tervezési
PCR-primerek és -probak segitségével valdsidejii PCR
és olvadaspont-analizis technikaval végeztiik. A PCR-
probakba un. ,Locked Nucleic Acid” (LNA) keriilt
beépitésre, és tisztan LNA-bol felépiilé blockert is
hasznaltunk, ezaltal nemcsak az eljaras specificitasa,
hanem a szenzitivitasa is megnott €s elérte a KRAS-di-
agnosztikara kifejlesztett specifikus tesztek szenzitivi-
tasat Az elért szenzitivitas azt jelenti, hogy a mintdban
eléforduld 0,1%-nyi mutans KRAS exon 2 DNS-szekven-
cia biztonsaggal kimutathatd volt 99,9%-ban jelenlévd
normalis szekvencia mellett. Az eredményeket DNS-
szekvenciaanalizissel is ellendriztiik. Valogatas nélkiili
202 tumorszovetmintaban a KRAS-mutacié aranyat
55%-nak talaltuk, ami 69%-ban a 12. codont érintette.
Erdekes 6sszefiiggés volt kimutathaté a KRAS-mutéci6
el6forduldsi gyakorisaga illetSleg tipusa és a TNM-re
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alapozott klinikai stadium kozott. A felfedezéskori
elérehaladott stadiumt vastagbélrakok tobbsége hor-
dozott KRAS-mutdcidt, ez az arany éppen forditott a
korai stadiumban felfedezett tumorokndl. A 12. codon
mutacioi szintén elérehaladott tumorokban gyakorib-
bak, mig a 13. codon mutaciéi gyakrabban fordultak eld
korai stadiumua daganatokban.

2. SZAMU PROGRAMCSOMAG:
DAGANATEREZODES DIAGNOSZTIKUS,
PROGNOSZTIKUS JELENTOSEGE
ES TERAPIAS KIAKNAZASA
(Dr. Timar Jozsef
— Orszagos Onkoldgiai Intézet)

A daganat-erezddés sajdatossigainak meghatdrozdsa
az egyes tiidOrik-altipusokban
(Dr. Dome Baldzs — Orszdgos Kordnyi TBC
és Pulmonologiai Intézet

Keringd angioblasztok kimutatdsa kiilonbozd
tipusti tiiddrdakokban

Bar a tiidérakokban megfigyelheté endothelbimbozas
idealis célpontja az érellenes terapidknak, ma mar tudjuk,
hogy a tumorok kapillarisainak fejlédése nem csak e fo-
lyamat révén valésulhat meg. A szolid tumorok biztosit-
hatjak vérellatasukat intusszuszceptiv angiogenezissel,
a gazdaszovet kisereinek inkorporacidjaval, posztnatalis
vaszkulogenezissel, glomeruloid angiogenezissel vagy
vaszkularis mimikrivel. A legfontosabb ,nem bim-
bézasos” mechanizmus nem-kissejtes tlidérakban
(NSCLC) az érinkorporacid. A ,nem angiogén” vagy
,alveolaris tipust” névekedésnél tumorsejtek toltik ki az
alveolusokat, ugyanakkor a daganatsejtek bekebelezik,
de nem pusztitjak el az alveolusok falat az inkorporalt
kapillarisokkal egyiitt. A tumorsejtfészkek alveolaris fal-
lal vannak kériilvéve, nincs jelen neoangiogenezis (azaz
endothelproliferacié vagy -bimbdzas). A ,nem angiogén”
tipustt NSCLC-k érhal6zatanak elemzése bebizonyitotta,
hogy a vaszkulattra a normalis alveolaris kapillariso-
kéval megegyezd, tovabba, hogy a ,nem angiogén” és
,angiogén” tumorok génexpresszidja kiilonbozd.

Mivel az egyes NSCLC altipusokra nézve az iro-
dalomban nem volt adat az érinkorporacid jelenségé-
nek gyakorisagara vonatkozdan, vizsgalataink jelen
szakaszaban NSCLC-s betegek sebészileg eltavolitott
tumormintajanak vaszkularizaciés mintajat hataroztuk
meg immunhisztokémiai jelolés (CD31) segitségével. A
vizsgalt 54 adenocarcinoma és 35 laphamrak tipusa
tumor atlagos érdenzitasa 65,7425,1/mm?és 69,11+24,6/
mm? volt, mig az atlagos érkertiletek a fenti felosztas
szerint 96,19+23,43 illetve 97,08+16,64 mikron voltak.
Szignifikans eltérést a fenti kapillarisparaméterekben
a daganatokat az egyes NSCLC-alcsoportok szerint
felosztva nem talaltunk. Nem volt tovabba érdemi kii-

16nbség az egyes szdvettani altipusok érinkorporacios
aktivitasa kozott. Mig az adenocarcinomak 16,4%-a, ad-
dig a laphamrakok 18,2%-a volt a ,nem angiogén” ti-
pusba sorolhato.

Ugyanebben a betegcsoportban megvizsgaltuk
a betegek tulélése és a kapillarisok keriilete illetve
stirtisége kozti esetleges Osszefiiggéseket is. Frdekes
modon, bar a tulélés és az érkeriiletek kozott — szovet-
tani altipustdl fiiggetleniil — szignifikans Osszefliggést
talaltunk (P=0,028, Spearmann-féle rangkorrelacio),
az érkeriilet mégsem bizonyult szignifikans kockazati
tényezonek a ttlélés vonatkozasaban (P=0,99, RR=1; 95%
CI 0,988-1,012, Cox-féle regresszios vizsgalat). Nem volt
tovabba kimutathato szignifikans kapcsolat az érdenzi-
tasok és a betegek tulélése kozott (P=0,1, Spearmann-fé-
le rangkorrelacio; P=0,32, RR=1,005; 95% CI 0,995-1,015,
Cox-féle regresszids vizsgalat). Mindez arra utal, hogy
az alapvet6 érparaméterek tekintetében a kétféle szovet-
tani tipusu tiidérak nem tér el egymastol, minthogy az
érinkorporacids fenotipus gyakorisagaban sem.

Innovativ molekulatervezés felhaszndldsa 1ij anti-
angiogenetikus szerek kifejlesztésére
(Dr. Patthy Ldszl6 — MTA Enzimoldgiai intézet)

Az 1ij kis molekulatomegti ligandok in vitro tesztelése emberi
endothelsejteken illetve angiogenezis-modelleken
(csirke chorioallantois membrin assay,
illetve daganatindukdlt angiogenezis)

2008-ban az RGDS és az GRGESP integrinpeptidek
angiogenezist befolyasold képességét teszteltiik. In
vitro a HBE emberi véna-eredeti endothelsejteket és
a KS emberi Kaposi-sarcoma sejteket hasznaltuk, és
proliferaciés- illetve apoptosis-assay-ket végeztiink
(48 ora). In vivo rendszerként a csirke chorioallantois
membran assay-t (CAM, 4 nap) illetve a HT25 emberi
vastagbélraksejtek SCID egérben torténd novekedésére
gyakorolt hatast (daganatindukalt angiogenezis; 26 na-
pos teszt) mértiik.

In vitro koriilmények kozott az RGDS fiziologias
integrinligand sem a HBE-, sem a KS-sejtekre nem gya-
korolt szignifikans hatast sem a proliferacids, sem az
apoptosis-assay-kben. Ugyanakkor az GRGESP HIV-
TAT-szeri peptid a HBE normadlis endothelsejteken
(szemben a transzformalt KS-sejtekkel) igen hatéko-
nyan gatolta a proliferaciot.

In vivo a CAM assay-ben, hasonldan az in vitro tesz-
tekhez, az RGDS peptid inaktivnak bizonyult, mig az
GRGESP peptid >50%-o0s gatlast mutatott a 10-100 ng/
ml ddzistartomanyban.

Végiil a xenograft-assayben (HT25 vastagbélrak) sc.
kezeltiik az allatokat 0,05 és 0,5 mg/kg/nap dozisban az
oltast kovetd 2. héttdl 14 napig. A tumortérfogat valto-
zasa alapjan az RGDS peptid ebben a tesztben sem bi-
zonyult aktivnak, mig az GRGESP peptid dozisfiiggéen
gatolta a tumornodvekedést, a maximalis hatas a kisérlet
végén 50%-o0s volt.
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A fentiek alapjan megallapithatd, hogy az endo-
thelsejtek integrinreceptorain keresztiil befolyasolhato
a fiziologias és a patolégias angiogenezis is. Erdekes
modon az integrinek konszenzus-ligandja, az RGDS
nem rendelkezik ilyen hatassal, azonban a HIV virus
TAT fehérjéjére hasonlité GRGESP peptid meglehetd-
sen erds antiangiogenetikus hatassal rendelkezik, és
képes a daganatindukalt angiogenezis folyamatat is
befolyasolni.

Erythropoetin-indukdlt érelviltozdsok funkciondlis
jelentdségének elemzése daganatokban
(Dr. Timdr Jézsef — Orszigos Onkoldgiai Intézet,
Dr. Rominy Anna — Janssen-Cilag Kft)

EPO-kezelés hatisainak klinikai kiértékelése. EPO hatdsa tiidorik

Az anémia gyakran el6forduld jelenség daganatos be-
tegek esetében; csokkenti az életmindséget és a ke-
zelés kedvezétlen kimenetelét okozhatja. Szamtalan
kiilonboz6 erythropoietikus hatéanyagot hasznalnak
a hemoglobinszint javitasara, azonban ellentmonda-
sos kisérleti és klinikai adatok allnak rendelkezésre a
rekombindns human erythropoietinek (tHuEPO-k) al-
kalmazasaval kapcsolatban. Sugar-, vagy sugar- és ke-
moterapidban részesiild, kiilonbozd eredetit daganatos
betegek rHuEPO-kezelése vegyes eredményeket adott
a kezelés kimenetele szempontjabdl: az EPO anémiat
korrigalé és életmindséget javitd hatasa nem kérdé-
ses emld-, fej-nyaki-, illetve méhnyakrakban szenvedd
betegek esetében, azonban a teljes tulélés nem javult,
bar a méhnyakrakra vonatkozé adatok tjabb vizsga-
latokat igényelnek. Ugyanakkor petefészek- és nyeld-
csédaganatok rHuEPO-kezelésekor a teljes ttlélésben
javulds mutatkozott. Az ellentmondasos eredmények-
nek koszonhetden a legujabb attekinté munkak arra a
kovetkezésre jutottak, hogy a rHuEPO-kezelés hatasa
a daganatos betegek tulélésére legalabbis bizonytalan.
Szamos kisérleti és klinikai eredmény gytilt dssze a
tumorsejtek EPO-receptor- (EPOR) expresszidjarol, és
az ezzel egyiitt jar6 fokozott daganatsejt-proliferaciorol,
tumorndvekedésrél. Mindemellett jol ismert, hogy az
anémia és kiilondsen a tumorszévetek hypoxidja csok-
kenti a kemo- és sugarterapia hatékonysagat.
Napjainkban el6fordulhat, hogy a NSCLC-s tiid6ra-
kos betegeket mar a korszer(i antiangiogén kezelésben
részesitik (Avastin), ugyanakkor a stilyos anémia miatt
egyidejlileg EPO-szupportacioban is részesiilnek. Fel-
meriilt a kérdés, vajon a két kezelés milyen hatassal van
a daganatok erezddésére, illetve az esetleges kemote-
rapiara. Ennek modellezésére a korabban megkezdett
rHuEPO-hatasvizsgalatokat NSCLC-s xenograft mo-
dellekben kiegészitettiik antiangiogén terapia kombi-
nacidival. Az ismert tény, hogy a VEGF-ellenes antitest
(bevacizumab/Avastin) pozitivan befolyasolja kiilon-
b6z6 daganatok terapigjat. Azonban az antiangiogén

szerek alkalmazasa soran felmeriil, hogy esetleg azok
fokozzak a daganatos szovetek hypoxiajat, amelyet vi-
szont rHUEPO-val csokkenteni lehet. Ezért kombinaci-
0s kezelésben megvizsgaltuk az EPO és a bevacizumab
egylittes hatasat H1975 NSCLC xenograft modellben.

A véraramlast SPECT-CT-vel monitoroztuk a tu-
moros erekben in vivo. Azt tapasztaltuk, hogy az EPO-
kezelés tobb mint kétszeresére noveli a perfiziét, mig a
bevacizumab, és kiiléndsen a kombinacié szignifikan-
san csokkenti azt.

A kisérletek végén meghataroztuk a hypoxias teriile-
tek nagysagat az egyes csoportokban. Azt tapasztaltuk,
hogy a kombinacios kezelés szignifikansan csokkentet-
te ahypoxias teriilet nagysagat a gemcitabin-kezeléshez
képest.

2D6474 angioszuppressziv szer tesztelése eldrehaladott
NSCLC tiidbrdkos betegeken
(Dr. Kovdcs Gdbor — Orszigos Kordnyi TBC
és Pulmonologiai Intézet, Dr. Heringh Alexandra —
AstraZeneca Kft)

2D6474-kezelés hatdsainak feldolgozdsa,
az angioblaszt-monitorozds értékének elemzése

A daganatok célzott kezelései koziil a gyakorlatban je-
lenleg az tin. érellenes vagy ,antiangiogén” kezelések
(ezek kozé tartozik a vizsgalandd ZD6474 is) a legha-
tékonyabbak kozé tartoznak. Az inftizidban adhato ér-
ellenes gyogyszerek egyrészt gatoljak az tij daganatos
erek kialakulasat (lassitva vagy megallitva ezzel a da-
ganat novekedését), masrészt javitjak az egyidejlileg al-
kalmazott kemo- és/vagy sugarterapia hatékonysagat.

A daganatok novekedésének elengedhetetlen felté-
tele a megfeleld érhalozat kialakitasa, melyet a daga-
natsejtek a szoveti oxigénhidny hatasara felszabadulo
érképz6 molekulak termelése révén inditanak meg. E
molekuldk hatdsara a daganat kornyezetében elhe-
lyezked6 kiserek novekedésének megindulasa mel-
lett a csontvelébdl endothelialis Gssejtek (endothelial
progenitor cells, EPCs) keriilnek a vérkeringésbe, jut-
nak el a daganatot taplalé érhaldzatba és épiilnek be
azok falaba, tamogatva az erek tovabbi novekedését. A
daganatokat taplald érhaldzatot tehat a daganatsejtek
altal termelt érképzo vegyiiletek hatasara tjjonnan kép-
z0dott erek épitik £6], melyeknek épitékovei az ugyne-
vezett endothelsejtek és az EPC-k.

A keringé VEGFR2+ EPC-szam valtozasait hata-
roztuk meg kezeletlen és ZD6474-kezelt nem kissejtes
tiidoérakos (NSCLC) betegekben. Vizsgaltuk tovabba
a VEGFR3+ LVEPC-k (lymphatic vascular endothelial
progenitor cells) kissejtes (SCLC) betegekben €s egész-
séges kontrollok személyekben mérhetd szamat.

Metodikai fejlesztés: A keringé EPC-k szamanak
meghatarozasahoz a vorosvértestlizist kovetden fenn-
maradt periférids vér mononuklearis sejtfrakciot hasz-
naltuk. Ezt reszuszpendaltuk 90 ul PBS-ben és 0,1%
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bovin albuminban, majd inkubaltuk 30 percet 4°C-on
PE-Cy5-konjugalt anti-human CD34 (BD Biosciences,
San Jose, CA) és APC-konjugalt anti-human VEGFR2/
VEGFR3 (R&D Systems, Minneapolis, MN) vagy PE-
konjugalt anti-human CD133 (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Németorszag) és APC-konjugalt anti-human
VEGFR2/VEGFR3 antitest kombinaciokkal. Megfelel6
fluorochrommal konjugalt izotipuskontrollokat hasz-
naltunk minden egyes jelol€s esetén, majd meghataroz-
tuk a CD34+/VEGFR2+ és a CD133+/VEGFR2+ illetve a
CD34+/VEGFR3+ és a CD133+/VEGFR3+ kettds pozitiv
sejtek szamat (db/periférias vér ml). A vizsgalatokhoz a
CyFlow SL aramlasi citométert és a FlowMax szoftvert
hasznaltuk (Partec, Miinster, Németorszag).

Eredmények: Vizsgalataink jelen fazisdban elvégez-
tiik a tiidérakos betegek periférids vérmintai EPC- és
LVEPC-szamanak flow cytometrids meghatarozasat.
NSCLC-s betegek esetében a ZD6474-kezelt és kezelet-
len betegek periférias vérében mérheté EPC-szamokban
nem volt szignifikans kiilonbség (P>0,05, n=8). Szignifi-
kansan emelkedett LVEPC-szamokat talaltunk ugyan-
akkor az SCLC csoportban az egészséges kontrollokhoz
képest. Megallapitottuk tovabba, hogy az SCLC-s bete-
gek periférias vérében mérheté LVEPC-szam szignifi-
kansan Osszefiigg a nyirokcsomo-érintettséggel, illetve
a betegek tulélésével. Ezen adatok arra utalnak, hogy
a nyirokendothel-prekurzorok szintjének prognoszti-
kus jelentGsége lehet kissejtes tiidérakban. A keringd
EPC-k meghatarozasanak tiidérakban prognosztikus
és prediktiv értéke is lehet, ahogy azt mar néhany ha-
sonld vizsgalat sugallta. Sajat eredményeink az elsék
kozott vannak ezen a teriileten.

3. SZAMU PROGRAMCSOMAG:

UJ] MELANOMA-DIAGNOSZTIKUMOK
ES TERAPIAS ELJARASOK FEJLESZTESE
(Dr. Timar Jozsef
— Orszagos Onkologiai Intézet)

Melanoma-marker azonositisa globdlis genomika segitségével
(Dr. Timdr Jézsef — Orszdgos Onkoldgiai Intézet)

Uj melanoma-markerek proteinexpresszidjanak vizsgilata
immunhisztokémidval naevusban és melanomdban

EGFR epitép-mapping

Sajat korabbi munkank kimutatta, hogy bar az EGFR-
expresszié emberi melanomaban un. konstitutiv, azon-
ban ennek hatterében sokféle ok allhat, ahogy azt ma-
gyar szerzOk kimutattak (Ranki, Szentirmay, Balazs, Int
J Cancer 2007), mint amilyen az EGFR-amplifikaci6 bizo-
nyos tipust bérmelanomaban (nodularis forma). Ugyan-
akkor sajat genetikai vizsgalataink arra utaltak, hogy
hasonldan az agy glioblastomdjahoz, bérmelanomaban
50%-0s gyakorisaggal tn. extracellularis domén-de-

lécidk fordulnak elS. Ennek az egyik kovetkezménye
a gén konstitutiv aktivacidja, ahogy azt a 2007-es je-
lentésiinkben igazoltuk. Ugyanakkor ez a genetikai
hiba a gén fehérjetermékének kimutatdsat igen meg-
neheziti. A forgalomban 1évé és FDA-engedélyezett
EGFR diagnosztikus kitek (Dako PharmDX és Ventana
Confirm) az extracellularis domén juxtamembran
szakaszara specifikusak, igy human melanoma ese-
tében kérdéses a hasznalhatdsaguk. Ezért paraffinos
melanoma-mintainkon végigteszteltiik a kereskedel-
mi forgalomban 1évé anti-EGFR antitesteket, amihez
pozitiv kontrollként fej-nyaki laphamrakot és tiid6-
adenocarcinomakat hasznaltunk.

Alapvet6 feltétel volt, hogy az antitest paraffinos
mintakon miikodjon formalinfixalas esetében. E felté-
telnek nem sok antitest felelt meg. Az un. ligandkoté
doménnel, mely a jelenleg forgalomban 1év6 anti-EGFR
ellenanyag-terapidk szempontjabdl a kritikus domén,
egy antitest reagal, a Labvision AB10. Nagyon kevés
olyan antitest van forgalomban, amely extracellularis
domén-hianyos, un. csonkolt EGFR-t is ki tud mutatni.
Erre kétféle megoldaslétezik, az egyik a foszforilalt anti-
testek hasznadlata, melyek a citoplazmatikus domén un.
autofoszforilacids szakaszat ismerik fel, erre a Zymed
Y1086 és a Epitomics Y1173 antitestjei alkalmasak. Ma-
sik lehet6ség az un. C-terminalis szakasz kimutatasa,
melyre alkalmas anti-peptid antitestet a Biogenex cég
forgalmaz. A haromféle ellenanyag-tipus kombinalasa-
val az adott melanomaban expresszalodé EGER fehérje
domén-mintazata nagy pontossaggal megjosolhatd, st
a gén esetleges konstitutiv aktivaltsagat is meg lehet al-
lapitani.

Fenti EGFR immunhisztokémiai protokollunk nem-
csak a melanoma, hanem az EGFR-terapidban érintett
mas szolid daganatok molekularis diagnosztikajaban
is hasznosithato (tiidérak, vastagbélrak illetve fej-nyaki
laphamrak).

CD44 splicing mintdzat melanoma-marker
jellegének igazoldsa

A CD44 egy sejtfelszini glikoprotein. A proteint kodolo
gén a 11-es kromoszéma rovid karjanak 13-as lékuszan
helyezkedikel, és 9 standard, valaminta variabilis régiot
kialakitd 10 variabilis (v1-10) exonjaval tbb tizezer po-
tencidlis, eltérd szerkezetti fehérjeizoformat kddol, me-
lyek funkcidja tovabbi poszttranszlaciés modifikaciok —
tobbnyire glikacié — soran még tovabb valtozhat, kiala-
kitva a gén extracellularis matrix (ECM) kotésétdl a sejt-
novekedés és sejtmigracio szignalutaiban vald részvéte-
lig terjedd igen eltér6 funkcidit. A gén alternativ splice
mintazatanak (ASM) szdvetspecificitasat mar 1997-ben
leirtak egészséges szovetekben, dm a mai napig nem ké-
sziilt olyan tanulmany, mely kiilonb6z6 tumortipusok
CD44-mintazatat vizsgalna. Az irodalomban leginkabb
egy-egy variabilis exon tumorprogresszidban betoltott
szerepét vizsgaljak, figyelmen kiviil hagyva, hogy az
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adott varidbilis exon mindig egy komplex ASM része,
és azt, hogy in vivo nem az egyes exonok toltik be a
molekula funkcidjat, hanem a kiérett, alternativ splicig
révén létrejott izoforma. Talan ennek kdszonhetd, hogy
ellentmonddsos kozlemények jelennek meg a CD44 va-
riabilis exonjainak funkciéjarol.

Munkank soran kiilénb6z6 human tumorok CD44-
expressziés mintazatat vizsgaltuk annak eldontésé-
re, hogy létezik-e az egészséges szovetekhez hason-
16an tumorspecifikus alternativ splice mintazat. Ot
primerparral végzett PCR-sorozatunk az egész variabi-
lis régiot lefedte 6t atfedd szekvenciaval, lehetévé téve
kiilonb6z6 egy idében, parhuzamosan expresszalédo
izoformak azonositasat a kvalitativ képbdl. A PCR-
termékeket mindig azonos sorrendben megfuttatva 1ét-
rejon egy virtualis, vonalkéd-jellegi mintazat, az un.
'CD44-ujjlenyomat’, amit a CD44 ASM egyszerUsitett
leképezésére hasznalhatunk.

A vizsgalt panelben elsé lépésben in vitro nové,
hisztologiailag eltér6 human tumorok szerepeltek:
tiidétumorok (H358, H1975, H1650), prostatacarcinoma
(DU145), colorectalis carcinomak (HT29, HT25, HCR3],
HCT116), sarcomak (Kaposi, HT1080) és melanomak
(HT168-M1, WM35, WM983A, A2058, HT199, WM983B,
M35/01). Az &sszes altalunk vizsgalt minta ujjlenyoma-
tat Osszehasonlitva bebizonyosodott, hogy nemcsak
szovettanilag azonos tumorok mintazata azonos, te-
hat tumortipusra specifikus, hanem kiilonbozik mas
tumortipus mintazatatol. Jollehet a variabilis exonok
méretbeli hasonlésagabol addéddan néhany izoforma
egy band-nek latszik a kvalitativ képben, az 6t PCR-
termékbdl alkotott (CD44 ASM-at reprezentald) uijjle-
nyomat elég informaciét hordoz a tumorok azonosita-
sahoz.

A kovetkezd 1épésben human szoéveti mintakbol
lézer-mikrodisszekcidval (LMD) izolalt tumoros szove-
teken igazoltuk, hogy a mintazat in vivo teljes mérték-
ben azonos az in vitro mintakéval (a szoveti kornyezet
,szennyezése” viszont lényegesen torzithatja azt).

Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy létezik
az egyes human tumorokra jellegzetes CD44 ASM,
amely konnyen lathatova valik az altalunk alkalma-
zott ujjlenyomat detektalasaval, igy potencialisan jol
hasznalhato6 eszkozként szolgalhat a molekularis pa-
tolégiai diagnosztikaban és differencidldiagnosztika-
ban. Kisérletes modelljeink azt is igazoltak, hogy ez a
tumorspecifikus mintazat adott tumor attétében kva-
litativan megtartott, igy ez a mddszer (tovabbi human
validalast kovetGen) okkult tumorok felkutatasara is
hasznalhato.

Munkacsoportunk tovabba leirta a v2, v3 és v6 va-
riabilis exonok expresszids szintjének valtozasait a
tumorprogresszié sordn, igazolva, hogy azt esetenként
dramai valtozasok jellemzik. Felmertil a kérdés, hogy
az attétképzés és az expresszios szintek valtozdsa mi-
lyen ok-okozati 0Osszefiiggésbe hozhatd egymadssal.
Vajon az emelkedett mennyiségii CD44-izoformakat
hordozé tumorsejtek valnak attétképzové és az utdd-

sejtpopuldcié megtartja ezt az emelkedett szintet? Eset-
leg az attéti lokalizacid felelGs az Gj expresszids szint
kialakulasaért? In vivo kisérleteink azt igazoltak, hogy
ugyanazon tumorsejtpopulaciobdl (szemi)ortotopikus
oltast kovetden létrejott tiidSattétek ill. iv. oltast kove-
téen 1étrejové kolonidk kvalitativ CD44-ujjlenyoma-
ta azonos, de lényeges kvantitativ eltérések mérhetdk
(qPCR-ral) az egyes variabilis exonok vonatkozasaban.
Azaz, minden jel szerint bizonyos CD44-izoformak
fokozott expresszidja egyértelmiien Osszefiiggésbe
hozhatd, pontosabban (bar valoszintileg sok egyéb fak-
torral parhuzamosan) feleldssé tehet6 az attétképzés
létrejottéért. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy
a metasztatizald klén nem a variabilis exonok aranyval-
tozasainak kovetkeztében alakul ki, hanem mar eleve
léteznek megvaltozott aranyokkal rendelkezd sejtek a
primer tumor sejtjei kozott, és ez egyike lehet azoknak
a faktoroknak, mely a metasztatikus klon kialakulasa-
hoz vezetnek.

Uj melanoma-antigének géntechnoldgiai azonositdsa
(2008, 1ij feladat)

A malignus sejtek antigénstruktiirjja megvalto-
zik, amit az immunrendszer felismerhet, s ez szerepet
jatszhat a tumorsejt elleni kiizdelemben. Uj felszini an-
tigének kimutatdsara iranyulnak azon vizsgalataink,
amelyek alapja egy korabbi kozleményiink (Kotlan et
al. Hum Antibodies 2003). A kiilonb6z6 forrasbol szar-
maz6 immunglobulin (Ig) molekulak és T-sejt-receptor
(TeR) lancok molekuldris genetikai elemzése és szin-
tézisének mechanizmusa kiilonosen komplex. Tobb
16kuszon belili DNS-atrendez6dés, nukleotiddelécidk
és -inszerciok az atrendezddési kapocs (N-diverzitas)
régidban és szomatikus hipermutaciok, csak néhany
azon bioldgiai mechanizmusok koziil, amelyek az
oridsi potencialis immunoglobulin- és T-sejt-receptor
glikoprotein-diverzitast eredményezik. Ennek figye-
lembevételével belathatd, hogy a tumorasszocialt an-
tigénekkel szemben reagalo ellenanyagok kivalasztasa
tumoros betegek periférias vér-, nyirokcsomod- vagy
egyéb forrasbdl szeparalt limfocitainak felhasznalasa-
val, igen bonyolult feladat.

A munkaegyrésztahozzaférhetd adatbazisok (EMBL,
GenBank, DDBJ, BLASTn, IMGT) és kiilonb6z6 nuklein-
sav-elemz§ szoftverek (BioEdit, TreeView, Vector NTI)
felhasznalasaval végzett dsszehasonlitdé DNS-szekven-
ciaanalizisbdl allt. Ehhez ismert antigénspecificitassal
rendelkezd antigénkotésért felelds Ig variabilis génré-
giok jellegzetes tulajdonsagait elemeztiik a nemzetkozi
ImMunoGeneTics (IMGT) (http:imgt.cines.fr) magas kva-
litast integralt informacids rendszerrel, amely kimon-
dottan a human (s mas gerinces) immunglobulin, T-sejt-
receptor és f6 hisztokompatibilitasi antigénkomplex
molekuldkra specializalt. A standardizalt nukleotid- és
proteinszekvencidkat, oligonukleotid primereket, gén-
térképeket, genetikai polimorfizmusokat, 2D és 3D szer-
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kezeteket alapul véve volt lehetdség a kiterjedt 6sszeha-
sonlitd analizisre, amely révén a kérdéses Ig variabilis
nehéz- és konnytlanc-tulajdonsagok feltérképezhetdek.
Az IMGT/V-QUEST, IMGT/JunctionAnalysis, IMGT/
Allele-Align, IMGT/PhyloGene interactive-ot hasznal-
tuk.

Eredmény: TreeView analizis homoldgiafok alapjan
valé DNS-szekvenciaeltérés mértékének meghataro-
zasa Fitch-Margoliash 3.6a2.1 statisztikai szamitas-
sal megtortént. Ennek révén sikeriilt harom kiemelt
specificitast Ig varidbilis nehézlancrégio-csoportot de-
finialni.

A munka masik részét azon modszertani metodi-
ka beallitasa képezte, ami lehet&vé teszi a specifikus
antigénkotés kimutatasat kiilonbozé biokémiai Osz-
szetételli tumorsejtfelszini struktirak esetében. Ez
a feladat azért kiemelkedben fontos, mert kiilonbo-
z6 immunhisztokémiai eljardsok soran alkalmazott
technoldgiak sok esetben moddositjak a sejtfelszini
antigéntulajdonsagokat, ami meggatolja a specifi-
kus kimutathatésagot. A nativ antigenitast legjob-
ban megdérzé egyik modszer a sejtkultiralemez
(,chamber slide”) hasznalataval valamint a kriosz-
tatos metszeteken végzett immunfluoreszcens teszt
és konfokalis mikroszkopos értékelés. Mivel kiilon-
leges biokémiai tulajdonsagu sejtfelszini struktura
kimutatdsa a cél, dont6 jelentéségli az antigén epitop
és biokémiai sajatossagait megdérzé megfelelé me-
todikai eljaras beallitdsa. Az egyes tumorasszocialt
antigének sejtfelszini expresszidjanak mértéke val-
tozd, és kiilonbo6zd szolid tumorok vonatkozasaban
is eltérést mutat, ezért a kiilonbozo fixalasi, jelolési
és mosasi lépések optimalis bedllitasa volt a célunk.
A melanoma-szovetmintak elemzésre igen alkalma-
sak, mivel a kérdéses glikoprotein-alapti markerek és
ceramidvazas tumorasszocidlt antigének viszonylag
nagy mennyiségben fejezédnek ki. Az altalanos cél
a malignus kéros és normalis szovetek differencialt
diagndzisa, tehat olyan eljaras kell, amely révén a
tarolt, fixalt és paraffinba agyazott metszetek eseté-
ben is kimutathatdéak olyan specialisabb biokémiaju
ceramidstruktiraju antigének, amelyek nagy szere-
pet jatszanak a tumorsejtek osztédasaban.

Eredmény: A sejtkulttralemezen és kriosztatos
metszeteken végzett vizsgalatok, valamint a val-
toztatott metodikai beallitdsokkal végzett kisérlet-
sorozat eredményeként nyert immunhisztokémiai
tapasztalataink €s a tesztelendd antitest-preparatu-
mokkal kapott immunfluoreszcens mintak pozitiv
kontrollként alkalmazhatdk a specialis biokémiaju,
érzékeny struktirdk immunhisztokémiai detek-
talasara paraffinos metszeteken is. A mddszerbe-
allitasnal eddig feliiliszo jellegli, kis ellenanyag-
koncentraciéju preparatumok alltak rendelkezésre,
ezért halvanyan pozitiv csak a reakciomintazat. A
tisztitasi folyamatot kdvetéen nyert koncentralt el-
lenanyagmintakkal lényegesen erésebb lesz a speci-
fikus jelolodés.

Melanoma dttétképzési képességét meghatdrozo genetikai
konstelliciok meghatdrozdsa

A vizsgdlatok eredményeként egy vin. melanoma-
progresszids PCR-kit illetve immunhisztokémiai
kit prototipusdnak kialakitisa

Metasztizis-prognosztikus mintizat (primer tumor) meghatdrozdsa

Szemben szamos emberi daganatféleséggel (emlérak
vagy tiidérak), a bér melanomdja esetében az elmult 10
évben folytatott kutatasok nem vezettek klinikailag hasz-
nalhat6 eredményre, nem sziilettek olyan génexpresszios
mintazatok, amelyek meghatarozasaval a primer tumor
eltavolitasakor a klasszikus klinikopatolégiai prog-
nosztikus tényez6knél hatékonyabban lehetne a be-
tegség tényleges kimenetelét megadni. A vizsgalatok
an. meta-analizise azt mutatta, hogy ennek alapvetéen
kétféle oka van: a technoldgiai platformok igen gyenge
szereplése, masrészt a vizsgalathoz felhasznalt klinikai
mintak hibas szelekcidja illetve inkorrekt bevalogatasa.
Gyakorlatilag egyik korabbi vizsgalat sem tigyelt arra,
hogy a bér melanomaja szdvettanilag heterogén (leg-
alabb 3 nagy alcsoportja van eltéré genetikaval), nem
tigyeltek arra, hogy prognosztikus mintdzatot a primer
tumor vizsgalataval érdemes meghatarozni (mind-
Osszesen 2 ilyen vizsgalat volt, a tobbi esetében vagy
bérattéteket, vagy regiondlis nyirokcsomoattéteket
vizsgaltak, melyek mintazata sokkal inkabb lesz{kiti
a sziikséges gének korét). Mig a primer tumorban a
metasztazis-kezdeményezd és a metasztazis-fenntarto
gének mind megtalalhatok, addig ha attéteket vizsgal-
nak, abbdl a metasztazis-kezdeményezd gének mar hi-
anyoznak. A nemzetkozi adatbankokban (elsésorban a
GEO adatbazisban) fellelhet6 microarray-alapadatokat
ezért Ujraanalizaltuk. Csak olyan vizsgélatot elemez-
tiink, melyben klinikai mintat vizsgaltak, ezzel is el ki-
vantuk keriilni a sejtvonal-specifikus mintazatok torzi-
t6 hatasait. A probakat az Affymetrix NetAffx kozpont
segitségével , kozos nevezbre” hoztuk (Affymetrix ID).
Az adatokat MAS5.0 mddszerrel normalizaltuk az R
statisztikus kérnyezetben. A prognosztikus génminta-
zatot a PAM modszerrel definialtuk (prediction analysis
for Microarrays), amit a ,leave one out” modszerrel
teszteltiink tovabb. A 2006-0s elemzéseink révén a sajat
klinikai anyagunkon validalt 29 génes prognosztikus
mintazatunkat is egydiitt elemeztiik a nemzetkozi ada-
tokkal. Ebben a vizsgalatban egy kicsiny, 5-génes un.
prognosztikus mintazatot talaltunk, melyben 3 1] gé-
niink mellett (ADAMTSS8, DAPKS3, IL13R1) a korabban
mar megfigyelt 2 gén, az FZD9 és az IGFBP7 szerepel-
tek. Jellemz6 médon, a sajat adatbazisunk alkalmazasa
nélkiil a korabban publikalt 4 vizsgalatban kozo6lt min-
tazatok minddsszesen 2 kozds prognosztikus gént tar-
talmaztak: az MCM3-at és az NFKBIB-t.

Hasonl6é moédon elvégeztiik a metasztazis-fenntarto
gének tekintetében is a nemzetkozi vizsgalatok meta-
analizisét a fenti mddszerekkel. Itt is 4 vizsgalat alap-
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adatai voltak elérhetdek, melyek tobbsége kevert min-
ta volt (bérattét és nyirokcsomoattét vegyesen), csak 1
olyan vizsgalat létezik, amelyben tisztan bdrattéteket
elemeztek. Egy tovabbi vizsgalatban szervi attétekbdl
szarmazd mintak szerepeltek, amely tehat a szervi at-
téteket fenntarté mintazat meghatarozasat teheti lehe-
tévé. Ennek az 5 adatbazisnak az elemzésekor az iga-
zolddott, hogy a szervi attét mintazata alapvetGen eltér
az Osszes tObbitdl, ami nem nagy meglepetés. A tobbi
vizsgalat kozos nevezdje a nagy valdszintiséggel bor-
attét-specifikus mintazat: AQP3, LGALS7 SEN. A nagy
heterogenitas €s igen csekély atfedés hatterében szamos
tényez6 allhat, mint azt fentebb mar elemeztiik, igy azt
gondoltuk, hogy megfelel6 human melanoma kisérleti
modellrendszerben ismételten elemezziik a genomikai
mintdzat folyamatos valtozasat a tumorprogresszio
egyes kiindulasi 1épéseiben, amitdl azt vartuk, hogy ez-
zel pontosabb képet kapunk az érintett génekrdl és igy
egyértelmibben koriilhatarolhatjuk a diagnosztikaban
szamitasba johetd gének korét.

Metasztdzis-fenntartd génmintdzat meghatdrozdsdnak
preklinikai elemzése

A daganatok attétképzésével Osszefiiggésbe hozhato
génexpresszios valtozasok meghatarozasanal tobb
elméleti problémaval kell szembenézniink. Jollehet
technikailag igen impozans vizsgaldrendszerek allnak
rendelkezésiinkre, amelyek akar a teljes human genom
kvalitativ és kvantitativ , atfésiilését” is lehetévé teszik,
hibas kérdésfeltevéssel hasznalhatatlan, hamis ered-
mények hasonlé nagysagrendli mennyiségét is gene-
ralhatjuk. Egy sejt génexpresszids mintazata finoman
szabalyozott, Osszetett folyamatok eredménye kvalita-
tiv és kvantitativ szinten egyarant. Jollehet a differen-
cialodas altal megszabott expresszios panel egyértel-
miien meghatdroz egy, az adott sejttipusra jellemzg,
funkcidinak ellatasara az evoltcié sordn elég precizen
,beallt” és optimalizalt RNS-pool ujjlenyomatot, a nor-
malis és kdros kozotti kiilonbség meghatarozasa adott
esetben mégis komoly problémat okozhat. Mar egyet-
len sejt izolalt vizsgalatanal figyelembe kell venniink
az interindividualis kiilonbségeket. Valdszintileg nincs
két olyan egyed (Gjabb kutatdsok szerint még az egy-
petéjli ikreket is beleértve), amelyek genetikai anyaga
és annak megfeleléen adott sejtjének génexpresszids
mintazata megegyezne egymassal. Amint ezt a sejtet
szoveti kornyezetbe helyezziik, és az kommunikalni
kezd a kornyezetével, ez a mintazat a kdrnyezeti hata-
soknak megfelel6en, de atté]l mindenképpen fliggden
valtozni fog. Azaz a host genetikai kiilonbségére annak
fizioldgias allapotaval (életkor, taplalkozas, kornyezet,
fiziologias ciklusok stb.) és miikddésével Osszefiiggés-
be hozhat6 expresszids eltérések fognak ,rarakédni”.
Ha igen finom vizsgalémddszereket hasznalunk — pl.
egy génexpresszios DNS-chipet — mar itt driasi prob-
lémat jelenthet(ne) annak eldontése, hogy két egyed

koziil melyik génexpressziés mintazata a ,normalis”.
Ha biztosak vagyunk abban, hogy fizioldgiasan telje-
sen ép egyedeket hasonlitunk 6ssze, megfeleléen nagy
szamu egyed bevonasaval statisztikailag meghataroz-
haté egy ,normal range”, amelyen beliil ez a mintazat
,egészségesnek” vagy ,normalisnak” fogadhato el. A
helyzet lényegesen bonyolddik, mikor daganatok kiér-
tékelésére kertil sor a fentivel azonos platformon. Adott
daganattipus karcinogenezisében tobb, gyakran nem is
azonositott folyamat jatszhat szerepet. Ezt az elsé ,el-
rontott sejtet” raadasul nem is érhetjiik tetten, mivel a
daganatoknadl oly jol ismert genetikai instabilitas igen
gyorsan szamos jarulékos elvaltozassal/mutacidval
gazdagitja a képet. Es most, ha belegondolunk, a host
adta genetikai valtozatossag, a karcinogenezis és az
arra rarakoédott jarulékos mutaciok okozta valtozasok-
hoz tjra hozza kell adnunk egyéb interindividualis kii-
16nbségeket is, mint amilyen a daganat lokalizacidja, a
beteg életkora, fiziologias statusza, a mintavételezés he-
lye (hypoxias esetleg nekrotikus teriilet) és ideje (kez-
deti vagy elérehaladott stadium), az esetleges megel6z6
kezelések és a tumor kornyezetébdl szarmazd szove-
tek ,szennyezd” vagy maszkolo hatdsa. Amennyiben
prognosztikus/diagnosztikus faktorok utan kutatunk,
megint megprobalhatjuk segitségiil hivni a nagy sza-
mok torvényét, azaz statisztikus mddszerekkel megfe-
leléen nagyszamu, komplex, mikddo rendszerbdl (szo-
vetbdl) szarmazd mintabdl eredmények kiértékelését
kovetden kovetkeztetéseket levonni. Azonban mint a
fenti felsorolasbol is kitlinik, ebben az esetben annyi
valtozoval vagy szabadsagi fokkal dolgozunk, hogy
a magaért a progresszidért feleléssé tehetd, azzal ok-
okozati Osszefliggésbe hozhatd elvaltozasok elvesznek
ebben az informaciétomegben, esetleg eltorpiilnek az
altaluk elinditott mdsod-, harmad- vagy tobbedleges
folyamatok tengerében. Gyakran neheziti a feladatot
a nem megfelel6 mintakezelés, amely nem feltétleniil
szakmai inkompetenciabdl szarmazik. Legtobbszor
komoly technikai problémat jelent a mintdk oly mo-
don torténd kezelése, amely az igen kdnnyen lebomlo
RNS-eket a funkcionalis allapotnak megfelelé meny-
nyiségben (up- vagy down-regulalt expresszional ez
dontd lehet) ill. aranyban (hisz koézismert, hogy meny-
nyire eltéré kiilonb6zé6 mRNS-ek bomlasi ideje) Orzi
meg. Tovabbi bonyodalmat okoz, hogy szinte kizart,
hogy ugyanazon betegbdl egyidejlileg primer €s attéti
tumorhoz jussunk, kiilondsen nem melanomak esetén,
ahol elég ritkan kertil sor attétek eltavolitasara. Fontos
azonban hangsulyoznunk, hogy az attétképzést jellem-
z06 expresszids mintazat értelmezésére és hasznalatara
csak akkor van moéd és lehetdség (és reményeink szerint
csak ebben az esetben kapunk kovetkezetesen ismétlo-
d¢é valtozasokat), ha annak hatterében genetikusan (egy
overexpresszio esetén pl. amplifikacio, vagy adott gén
promoterének mutacidja, koaktivatorok/korepresszorok
valtozasa) vagy epigenetikusan (pl. metilacids pattern)
rogziilt valtozasok vannak, ellentétben a mintazat
temporalisan hullamzé funkcionalis valtozasaival.
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Mindezek tiikrében érthetden felmeriilazigény egyjol
kezelhetd, alehetdségek hataraig leegyszertsitett modell
létrehozasara. A velesziiletetten immundeficiens SCID
egerekben n6vé human melanomak megfelel6 modell-
nek igérkeztek. Ebben a rendszerben az elmult években
moédunk nyilt arra, hogy tobb in vitro fenntartott human
melanoma-sejtvonal in vivo viselkedését tanulmanyoz-
zuk az attétképzés soran. Kisérleteink kiindulépontja az
a megfigyelés volt, hogy szemiortotopikus (szubkutan)
implantaciét kovetéen a human melanomak tjsziilott
allatban mindig attétet képeznek, mig felndtt allatban
soha. Azaz genetikailag azonos eloszlasu sejtpopulaci-
ot (daganatok esetén a genetikai instabilitast figyelembe
véve csak erre vallalhatunk garanciat) egymastdl csak
fiziologias statuszaban eltérd (Gjsziilott/felndtt), de ge-
netikailag az elérhet$ legnagyobb azonossagot mutato6
(az inbred SCID egerek egypetéjl ikreknek tekinthetdk)
hostba implantaltunk azonos idépontban, ugyanazon
sejtszuszpenzidbdl, ugyanazon lokalizacidba. A tumor
eltavolitasa ugyanabban az idépontban tortént oly mo-
don, hogy a mintakat az eltavolitast kovetden azonnal
-70°C-ra fagyasztottuk. E vizsgalataink soran harom,
genetikailag eltér6 melanomavonal viselkedését hason-
litottuk Ossze ebben a rendszerben és azt vizsgaltuk,
melyek azok a gének, amelyek legalabb két vonal esetén
azonos iranyu (up vagy down) szignifikans eltérést mu-
tatnak a metasztatikus fenotipusua (4jsziilott allatokban
ndvo) primer tumorokban a nem metasztatikus (felnétt
allatokban kifejl6dott) primer tumorokhoz viszonyitva.

Ezekben a kisérletekben a vizsgalt primer tumorok
kozvetlentil a hostbdl szarmaztak. DNS-chipjeink speci-
es-specifikussaga igy elvben arra is lehetdséget nyujtott,
hogy azonos mRNS-poolbdl kiilon vizsgaljuk a prog-
resszidban szerepet jatszé tumor (human chip) és a host
(egér chip) eredetti faktorokat. Modelliinket arra a ko-
rabbi eredményiinkre alapoztuk, hogy az ujsziilott al-
latban a host-eredetti szelekcidés nyomasra egészen mas
expresszios mintazattal jellemezhetd, feltehetdleg lénye-
gesen tobb attétképzésre alkalmas sejtet tartalmazd po-
pulacid né ki, mint a kifejlett allatokban. Az ily médon
kiszlirt, potencidlisan attétképzéssel asszocialhato gé-
nek listajat (visszaellendrzés utan) dsszeallitottuk.

Nyitott kérdés maradt azonban, hogy ez a mintazat
ténylegesen metasztazis-asszocialt géneket tartalmaz,
amelyek ok-okozati Osszefiiggésbe hozhatok az attét-
képzéssel, vagy olyan host-tumor kolcsonhatasbdl szar-
maz6 mintazatot, amely a tumorsejtek valamennyi ,va-
laszat” tartalmazza az adott hostban és lokalizacioban
megjelend hatasokra (amely persze szintén nagyon in-
formativ lehet, s6t akar maga a megoldas is!). Ez a mik-
rokornyezettel valé kommunikacié rendkiviil fontos, ha
belegondolunk abba a ténybe, hogy a tobblépcsds attét-
képzési folyamat soran hanyféle kdrnyezet hatasaival
kell kooperalni a tumorsejtnek a tléléshez. Mindenkép-
pen meghatarozo a keringéshez valé alkalmazkodas és
az attétképzés helye mikrokornyezetének, az ott fellépd
hatasoknak nemcsak a toleralasa, de teljes felhasznala-
sa, hisz a sejtbdl akkor lesz attét, ha komplett koloniat

képes létrehozni ('seed and soil” hipotézis). A kovetkezo
modelliinkkel megproébaltuk kiszlirni az attétképzés-
hez sziikséges €s talan elégséges génexpressszids valto-
zasokat. A kisérleti felallas a kovetkezd volt: jsziilott
és feln6tt SCID egerekbe szubkutan HT199 melanomat
implantaltunk. Ugyanezen sejtszuszpenzidbdl kifejlett
allatokba intravénasan is injektaltunk sejteket. Az imp-
lantaciotdl szamitott 30. napon az allatokat altatasban
elvéreztettiik. Primer in vitro tenyészeteket hoztunk
létre ugyanazon (Gjsziilottként implantalt) allat primer
tumorabol, a keringésbdl szarmazoé tumorsejtbdl és a
tiiddattétbdl. Ugyanigy a felndtt allat szubkutan tumo-
rabdl, keringésbdl szarmazo tumorsejtjébdl €s a felnott
allat tiidejében iv. oltassal létrehozott koldniakbol. Ez-
zel a sejteket mintegy , fehér hattérre” iiltettiik, azaz ki-
szlrtiik a specidlis kornyezettel (bor, keringésben tiszas,
tiid6) valé kommunikacié ,zajat”. A tenyészetekbol
teljes RNS-t izolaltunk. Az expressziés mintazatot két
megkozelitésben vizsgaltuk: tematikus és szisztemati-
kus médon. A tematikus vizsgalat alapja az apoptdzis/
sejtciklus és az oxidativ stressszel asszocialt kulcsfon-
tossagui gének qPCR-alapu kvantitativ meghataroza-
sa volt. Osszesen 114 gén expresszidjanak kvantitativ
meghatarozasat végeztitk el Biolrove OpenArray™
nanochipeken 3-3 parhuzamos méréssel a fenti minta-
kon. Metasztazis-asszocialt géneknek tekintettiik azon
géneket, amelyek 1jsziilott allat primer tumorahoz ké-
pest egyiranyu szignifikans valtozast (min. 2x up vagy
0,5x down) mutattak az attéti tumorban és a keringésbol
izolalt tumorban egyszerre és emellett még azonos ira-
nyu szignifikans valtozast legaldbb egyikében a felnétt
primer tumor vs. koldnia és/vagy felnétt primer tumor
vs. a felnétt allat keringésbdl izolalt tumoraban.

Ugyanezen RNS-mintdkat elemeztiik a 14 833
génspecifikus probat tartalmazo Agilent (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) DNS-microarray segitségé-
vel. Valamennyi mintat kiilon hibridizaltuk, igy tetsz6-
leges 6sszehasonlitasra nyilt lehetdségiink. Munkahipo-
tézisiink szerint (amely a valogatas alapjat képezte) azok
a gének tekinthetdk attétképzés-asszocialtnak, amelyek
egyszerre, egyiranyban és szignifikansan valtoznak az
Ujsziilott primer tumorahoz képest annak keringésébdl
izolalt tumorsejt-utédpopulacidjaban, Gjsziilott primer
tumorahoz képest annak tiid6attétébdl szarmazd tenyé-
szeti sejtekben, felnétt allat primer tumorahoz képest an-
nak keringésébdl izolalt tumorsejt-utodpopulacidjaban
és a felnétt allatbol izolalt koldéniabol tenyésztett sejtek-
ben. Hipotézisiink szerint ezek azok az expresszidbeli
eltérések, amelyek feleldsek lehetnek a keringésben ill. a
tiidében mint 4j kornyezetben vald tulélésért.

Osszesen 94 ilyen gént valasztottunk ki, amelyek
qPCR-ral torténé validalasa folyamatban van. Tényle-
ges igazolast attétképzésben vald szerepiik azonban
csak akkor nyerhet, ha valamilyen funkciondlis gat-
las (pl. géncsendesités) vagy aktivalas (pl. expresszio
transzfekcidval torténé emelése) valoban az attétkép-
z0 sajatsagok megvaltozasat eredményezi egy in vivo
rendszerben.
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Bér melanoma progresszids markerek kutatdsa (2008, 1j feladat)

Reguldtor T-sejtek denzitdsinak prognosztikus jelentdsége
a primer tumorban, illetve az 6rszemnyirokcsomoban

A CD4+CD25+FOXP3+ regulator T-sejtek (Treg sejtek)
az immunrendszer legjobban jellemzett, az immun-
reakciok kialakulasat gatld hatdsti szabalyozd sejtjei.
Az autoimmun és allergias folyamatok megel6zésében
kulcsfontossaguak, és az utdbbi idében igen intenziven
tanulmanyozzdk szerepiiket a daganatok ellen kiala-
kulé immunreakciokban. Bar a betegek vérében és a
tumorszovetben a Treg sejtek megnovekedett mennyisé-
gét irtak le tobb raktipus esetében, nem egyértelmu ezek
Osszefliggése a tumorok progresszidjaval és a betegség
kimenetelével.

Vizsgdalataink célja az volt, hogy malignus mela-
nomaban szenvedd betegek primer tumorabdl illetve 6r-
szemnyirokcsomdibol szarmazd szévetmintakban meg-
hatarozzuk a FOXP3 Treg-markert hordozé limfocitak
mennyiségét, és elemezziik a daganatok és betegek jel-
lemzdinek tekintetében. 81 primer melanoma és 23 be-
teg 43 Orszemnyirokcsomdjanak immunhisztokémiai
feldolgozasat végeztiik el. A primer melanomdakban a
FOXP3+ sejtek intra- illetve peritumoralis infiltraciojat
kiilon-kiilon értékeltiik; egyik sem mutatott Osszefiig-
gést a tumorvastagsaggal, az 5 év kovetési id6 alatt be-
kovetkezett attétképzéssel, a betegek tulélésével, vagy
barmilyen mas vizsgalt klinikopatoldgiai paraméterrel
(kor, nem, tumorlokalizacié, szdvettani tipus, ulceracio).

Az 6rszemnyirokcsomok tanulmanyozasa ezzel
szemben érdekes eredményekre vezetett. A mikrometa-
sztazist tartalmazo6 nyirokcsomokban a FOXP3+ sejtek
denzitasa meghaladta a tumor-negativnak diagnoszti-
zalt nyirokcsomokét (p=0,0324). A betegeket a FOXP3+
limfocitak atlagos siirtisége alapjan 2 csoportba oszt-
va az 5 év alatt daganatprogressziét mutatd betegek
nagyobb hanyada keriilt a magasabb atlagdenzitas-
értékkel jellemzett csoportba (40% vs. 8%, p=0,0626).
A Kaplan-Meier-analizis eredménye szerint a FOXP3+
sejtek magas atlagos szama emellett rovidebb ttléléssel
jart (p=0,0013).

Eredményeink arra utalnak, hogy a FOXP3+ limfo-
citak infiltracidja a primer melanomak esetében nem, az
drszemnyirokcsomokban azonban prognosztikus értéki
lehet.

Genomikai illetve géntechnoldgiai eljardsok
heparianszulfdt-proteoglikdnok (CD44v3 és syndecan-4)
szerepének tisztdzdsdra a proliferdcioban és motilitdsban

(Dr. Szildk Ldszlo — Szildk Labor Kft)

A sejtfelszini syndecan-4 mozgdst generdl
a nyuguo epithelidlis sejtekben

Az egészséges szomatikus sejtek tobbsége helyhez
kotott. A rakos elvaltozasok nagyon sokszor a sejtek
mobilitasvaltozasaval jarnak egydiitt, vagyis a sejtek

4jbol képesek lesznek az 6nalld helyvaltoztatasra.
A metasztatizald rosszindulatu elvaltozasoknadl ez
az els6 1épés, majd ezt koveti az érfal attorése €s a
rakos sejtek szétszorddasa a testben. Tehat ha meg
tudnank érteni a mozgd fenotipus kialakulasaban
zajléo biokémiai folyamatokat, akkor ezt célzottan
gatolhatnank is, ezzel viszont a metasztazist lehet
blokkolni.

Az eddigi vizsgalatunk a syndecan-4 sejtfelszi-
ni transzmembran fehérjére iranyult. Ez a fehérje
heparinoldallancainak készénheten szoros kapcsolat-
ban all az 6t koriilvevé matrixszal. A mozgasban fon-
tos fokalis adhéziok kialakitasaban dontd szerepe van,
egyuttmiikddve az integrinekkel.

A z06ld fluoreszcens fehérje (GFP) — syndecan-4 ki-
mérat kédold plazmidokat elmutaltuk, ugy, hogy a
citoplazmas doménben talalhaté szerint kicseréltiik
nem foszforilalhaté alaninra (Serl79Ala), illetve a
foszfoszerint mimikalod glutaminsavra (Serl79Glu). A
Ser179Glu mutans megvaltoztatta az eddigi epithelialis
morfolégiat, vagyis az eddig klaszterben névé sejtek
laposabbak lettek, kevésbé zartan néttek, egyenletesen
szétszérodva a szovettényésztd flaska aljan. Tehat egy
un. epithelialis-mezenchimalis atmenetet generalt a
Ser179Glu mutacio.

A morfolégiai viltozdsokat
a Rho-GTPdzok irdnyitjik

A Rho-GTPazok a kismdlsulytu GTPaz csalddba tar-
toznak, legismertebb tagjaik a Racl, RhoA, Cdc42.
Miikodésiik elve, hogy GTP (trifoszfat) kotédéskor
alakul ki az aktiv konformacidjuk, ami a bels¢ GTPaz
hatas kovetkeztében GDP-vé (difoszfatta) hidrolizal.
Az aktiv fehérjék bekotédnek az effektor fehérjékbe,
amik igen széles spektrumuak, kindzok, szintazok,
hidrolazok, stb. tartoznak ide. A GDP-kotott fehérje a
megvaltozott konformacié kovetkeztében disszocial
az effektorrdl, ami ezaltal elveszti miikoddképessé-
gét.

Egy mozgo sejtben a RhoA aktiv, aminek fontos sze-
repe van a mozgasban nélkiilozhetetlen akto-miozin
stresszrostok kialakitasaban. A Racl-szint altaldnosan
magas a nyugvo epithelialis sejtekben.

Vizsgélataink soran rajéttiink, hogy a syndecan-4
foszforilaciotdl fiiggéen képes befolyadsolni az aktiv
Racl koncentracidjat, ezzel befolydsolni a sejtek moz-
gasképességét. A foszforildlt syndecan-4, ill. az ezt a
format mimikalé glutaminsavas mutans (Serl79Glu)
lecsokkentette a Racl-szintet.

Eddigi eredményeink: a magyar szabadalmi be-
jelentés — P0600578 — PCT/IB2007/052787 szammal,
,Sejtmagi fehérje transzport / Intracellular targeting
of molecules” — cimmel nemzetkozi szakaszba keriilt.
Egy 1j szabadalom keriilt benytjtasra P0800464 szam-
mal ,,Syndecan-4 Racl-GTP modulator/ Syndecan-4 a
modulator of Racl-GTP” cimmel.
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4. SZAMU PROGRAMCSOMAG:
TERAPIA-INDIVIDUALIZALAS
FARMAKOGENOMIKAIMODSZEREKKEL

Névekedési faktor receptor és hormonreceptor kilcsonhatds
farmakogenomikdja eml6- és fej-nyaki daganatokban
(Dr. Csuka Orsolya — Orszdgos Onkoldgiai Intézet)

Hormon- és novekedési faktor receptor expresszids mintdizat
jelentdségének meghatdrozdsa a csontdttétek kialakuldsdban

Az emlérakok progresszidjanak egyik kitiintetett he-
lye a csont, ami sokszor évekkel vagy évtizedekkel a
primer tumor eltavolitasa utan kovetkezik be. Az ekkor
meghatdrozand¢ terdpias dontések gyakorlatilag a pri-
mer tumor rendelkezésre all6 paraffinos blokkjainak
elemzésével torténnek. A tobbféle terdpids modalitds
koziil a csontéttétekre specifikus biszfoszfonat illetve
a genetikai statusz altal meghatarozott anti-HER2 mo-
lekuldris terapia mellett a hormonreceptor-expresszio
alapjan indikalt anti-Osztrogén terapia gyakorlatilag
a primer tumor geno-fenotipusanak ismeretében tor-
ténik. Ez nyilvanvalé nonszensz, hisz az eltelt évek,
évtizedek alatt az alvé daganatsejtek nem biztos, hogy
tovabbra is hasonléak maradnak, nagy az esélye an-
nak, hogy ezek a paraméterek valtoznak és ezzel az 1j
allapottal ellentétes terdpids dontések sziiletnek. Saj-
nalatosan kevés vizsgdlat zajlik annak ellendrzésére,
vajon az attéti emlérakban mennyiben kell szamolni a
genotipusvaltassal. Jelenleg 3 elmélet létezik, mely mo-
dellezi a daganatprogresszid sordn a genetikai valto-
zasokat: az egyik szerint az attétek gyakorlatilag meg-
Orzik geno-fenotipusukat (same gene modell), a masik
ezzel teljesen ellentétes modell szerint az attétek telje-
sen eltérd geno-fenotipussal rendelkezhetnek (parallel
evolution), illetve a kompromisszumos modell, amely a
klonalis szelekciora épiil. Hogy egy adott daganatféle-
ség adott szervi attétére mely modell vonatkozik, igen
kevés adatunk van, kiilondsen all ez az eml16rak csont-
attéteire.

Az elmult idészakban 48 csontattétes esetben ele-
meztiik az emlérdk genotipusvéltozasat a primer tu-
morhoz képest. A HER2-statuszt FISH-vizsgalattal
molekularis genetikai eszkozokkel hatdroztuk meg,
mig a daganatok erezettségét és ER/PgR-statuszat
immunhisztokémiailag vizsgéaltuk.

A primer emlérdkok esetében 174% gyakorisaggal
igazoltunk HER2-amplifikacidt, mig a csontattétekben
10,4%-ban. Ez meglepd volt, hiszen sok adat azt sugall-
ta, hogy a HER2-amplifik4cids allapot stabil volna az
emldrak progresszidja soran. A kérdés ugyanakkor az
volt, hogy az individualis esetekben hogyan valtozik a
HER2-statusz, ezért 23 primer tumor/csontattét par ese-
tében hasonlitottuk 6ssze a HER2-statuszt. Az esetek
78,3%-aban a kezdeti HER2-negativ statusz tovabbra
is fennallt a csontattétekben. Ugyanakkor érdekesen
alakult a HER2-amplifikdlt emlérdkok helyzete: a 4

amplifikalt primer tumor koziil csak 2 6rizte meg ezt a
genotipusat a csontattétekben.

Ez azt jelenti, ha extrapolaljuk ezeket az adatokat,
hogy a HER2-amplifikalteml6rakok csontattéteinek ese-
tében 50%-0s valdsziniiséggel tudjuk csak megjosolni a
genetikai statuszt a primer tumor vizsgalata alapjan.
Ugyanakkor a HER2-negativ emlérakok esetében nem
kell szamolnunk a genotipus ilyen tekintetben beko-
vetkezd valtozasaval. Ezen adatok alapjan az a szakmai
ajanlas tlinik célravezetének, hogy a HER2-amplifikalt
emlbrakok esetében torekedni kell az attéti szovetbdl
nyert minta alapjan megismételni a HER2-vizsgalatot,
hogy az igen koltséges Herceptin vagy egyéb célzott te-
rapiat minnél inkabb indokoltan indikaljuk.

A masik kérdés az volt, vajon mi a helyzet az ER/
PgR-fenotipussal, hiszen a kezelés egyik alapja a
progredialé emlérak esetében is az anti-dsztrogén te-
rapia, ha funkcionalé ER-expresszié all fenn. Korabban
mar kisebb klinikai mintakon megkisérelték elemezni
ezt a folyamatot, és arra utaltak az adatok, hogy az ER/
PgR-statusz valtozik, gyakorlatilag csokken vagy elvész
a hormonreceptor-expresszié. Ezt elemeztiik 23 csont-
attét/primer tumor mintan immunhisztokémia segitsé-
gével. A primer tumorok 72,2%-aban ER+ fenotipus allt
fenn, ami azonban jelentdsen megvaltozott az attétek-
ben, ahol csak 22,2%-0s volt, dramai médon lecsokkent,
gyakorlatilag azzal kell szamolni, hogy az ER+ eml6ra-
kok 2/3-aban elvész a receptorexpresszid a csontattétek-
ben. Itt is azt lehet mondani, hogy ezek a vizsgalatok
is azt vetitik el6re, hogy célszer( a (csont)attéteket Gjra
megvizsgalni a hormonreceptor-expresszios statusz
szempontjabdl is, hogy nem a bizonytalan primer tu-
mor, hanem az attéti szovet statusza adja a terapias
dontés alapjat.

Miutan az antiangiogén terdpia belépett az el6-
rehaladott emldrakok kezelésébe, megvizsgaltuk
a csontattétek érdenzitasat és VEGEF-expressziojat
is a primer tumor vonatkozasaban. Az érdenzitds-
valtozas inkonkluzivnak bizonyult, mert minden
iranyu eltérés el6fordult a csontattétekben. A VEGE-
fenotipus a primer tumorban 55,6%-ban pozitiv volt,
ami csak minimalisan valtozott a csontattétekben
(44,4%). Ennek alapjan feltin6, hogy gyakorlatilag az
emlérakok fele VEGF-fehérje-negativ, ami elgondol-
kodtaté az anti-VEGF terapia indikalasa szempont-
jabdl. Ugyanakkor az esetek 33,3%-aban megérzi az
emldrak csontattéteiben a VEGF-expresszidt. Fontos
4j megfigyelésiink, hogy hasonld gyakorisaggal val-
tozik a VEGF-expresszios tipus (33,3%): ebbdl gya-
koribb a VEGF-expresszi6 elvesztése (22,2%), de az
is el6fordul (11,1%-ban), hogy a primer tumorban
negativ fenotipus megfordul és megjelenik a VEGF
protein. Az adatokat elemeztiik abbdl a szempontbol
is, hogy a primer tumor utani kezelések mennyiben
befolyasoljak a csontattét érdenzitasat: adataink sze-
rint amennyiben nem torténik semmilyen kezelés,
akkor az attét érdenzitasa szignifikansan emelkedik,
mig a hormonterapia vagy kemoterdpia eredménye-
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ként a kialakulé daganat szignifikansan csokkent
érdenzitassal rendelkezik.

Osszefoglaléan azt lehet mondani, hogy a csontat-
tétes emldrakok esetében, ha a beteg korabban terapi-
aban részesiilt, az angiogén fenotipus gyengiilésével
kell szamolni, mig a kezeletlen esetekben egy fokozott
angiogén fenotipussal, mely esetleg sokkal érzéke-
nyebb lehet az antiangiogén terapiak irant.

Daganatok antraciklin-terdpidjinak monitorozdsa non-
invaziv molekuldris képalkotd eljardssal
(Dr. Kasler Miklds — Orszigos Onkoldgiai Intézet)

Antraciklin tumorszévetben vald kimutatdsa humdn
metasztatikus eml6rikban
Antraciklin szoveti jelenlétének tesztelése non-invaziv képalkoté
eljdrdssal neoadjuvins kezelésben részesiild emld-,
illetve rectumrikos betegekben

Klinikai vizsgdlatok

Megkezdett klinikopatoldgiai tanulmanyainkat folytat-
tuk 35 elérehaladott stadiumtt emlérakos betegen, akik
a sebészi kezelést megelézGen neoadjuvans kemotera-
piat kaptak. A vizsgalatban elsé 1épésként képalkoto
vizsgalattal, majd core-biopszidval diagnosztizaltak
az emldrakot, majd a betegeket antraciklin-tartalmu
(Epirubicin-FEC, Adriamicin-FAC protokoll) kemotera-
pias kombinaciokkal kezelték 4 ciklusban 12 héten at
(a kumulativ antraciklin-dézis 200 mg/m?). Az utolsd
antraciklin-tartalmt kezelést kovetden a 7. napon tor-
tént meg a mutét. Az antraciklin-specifikus voros fluo-
reszcenciat (gerjesztés 499 nm, emisszié 559 nm) a pri-
mer diagnosztikus core-biopsziaban (mint negativ kont-
roll), illetve a daganat mitéti anyagaban elemeztiik. A
formalin-fixalt paraffinos metszeteket deparaffinaltuk,
majd ezt a nativ készitményt fluoreszcens mikroszkdp-
pal vizsgaltuk a hattér zold fluoreszcencia segitségével
(strukturalis orientacid). A mintadkban a vvt meglehe-
tdsen intenziv zold és gyengébb voros fluoreszcenciat
mutatott. A kezd6 core-biopsziakban egyetlen esetben
sem észleltiink a vvt-ken kiviil mas sejtes elem eseté-
ben erés magi vagy citoplazmatikus fluoreszcenciat
(0/35). Ugyanakkor valamennyi mutéti minta esetében
észleltiink specifikus szoveti fluoreszcenciat, amit vagy
magukban a daganatsejtekben talaltunk (16/35, 45,7%),
vagy a daganatsejtfészkek koriili makrofagok citoplaz-
majaban (19/35, 54,3%), vagy a pusztulé daganatsejtek
citoplazmajaban (17/35, 48,6%). A mtéti mintakban
1év6 rezidualis daganatszovetet alkotd daganatsejtek
tobbségében specifikus magi antraciklin-fluoreszcencia
nem volt jelen. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy
az antraciklin-szarmazékokkal kezelt eml6rakokban
vagy a rezidudlis daganatszovetben, vagy a stromalis
makrofagokban fluoreszcens modszerrel kimutatha-
td a gydgyszer, ami megnyitja az utat az antraciklin-
detektor kialakitasa iranyaba.

Antraciklin-detektdld teljes-dllat képalkoto tesztelése

A korabban meghatdrozott paraméterek alapjan egy
kisallat-fluoreszcencia késziiléket mddositottunk az
antraciklin-szarmazékok kimutatasara. A gerjesztd
fény hullamhosszat a patoldgiai vizsgalatban is hasz-
nalt 499 nm-ben, mig az emisszios fény hulldamhosszat
az 559 nm-ben hataroztuk meg. A SCID egereket els6-
ként antraciklinnel kezeltiik 30 percig, majd elemeztiik,
hogy a felszines jol vaszkularizalt bérben detektalha-
té-e a fluoreszcencia.

Vizsgalatunk alapjan megallapithatd, hogy a fluo-
reszcens kamera rendszerrel mm-es felbontasban ész-
lelhetd a specifikus antraciklin-fluoreszcencia SCID
egér borén, illetve alatta a kitagult kapillarishalézatban.
A detektalasi tavolsag (bdr-kamera tavolsag) 10 cm volt,
ami realis human viszonyok esetében is.

Vastagbélrdak kemoterdpidjanak farmakogenomikdja
(Dr. Kralovinszky Judit — Orszdgos Onkoldgiai Intézet)

Uj gydgyszerkombindcick tervezése
és experimentilis vizsgdlata CRC-ban

A jelentés nem publikalt eredményeket tartalmaz,
melynek el6zetes megjelentetéséhez a témavezetd sza-
badalomjogi okokbdl nem jarult hozza.
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